Introduction
O����p����� (OPN) �� � ���r���ry �x�r��������r m��r�x p���-phoglycoprotein that was originally identified in bone tissue ��� �� v���� �� ����r�� ���m���r���z�����, ���������� �����r��-������� ��� ���� r���rp���� (1) . T��y �r� �xpr����� �y �����r ����� �� w���, ��� p�r����p��� �� v�r���� m���������-���������� m�������m� ��������� pr�����r�����, ��rv�v��, ��������, m��r�-����, ��v�����, ������������, m���������� �� ��m�r-���������� m��r�p����� (TAM�) ��� ���r������� �� �x�r��������r m��r�x (2) (3) (4) .
Pr�v���� ������� ��v� ���w� ����, �� ����r�� �����r �������, OPN pr����� �� ��������y ������� �� ��� �y��p���m �� ��m�r ����� �� w��� �� TAM�, w���� �� �� ���� w��� ��� �mp��������� �� ��� ����r������� ���w��� �����r ����� ��� ��m�r ��r�m� (5) . Ov�r ��� p��� ������, �m�r���� �v������ ��� r�v����� � ��rr������� �� OPN �v�r�xpr������ ��� �������p����������� �����r�� ��� pr������� �� ����r�� �����r�, ���������� ��� p�������� ���������� ��� pr�������� v����� �� ���� p������� (6, 7) . F��������� ������� ������� ���� ��r������ OPN ��� ��� r������ ��������� ���w�rk �� ��k��y �� pr�v��� �� �������v� ���r�p����� �ppr���� ��r ����r�� �����r� in vitro ��� in vivo (8) (9) (10) . D�� �� ��� �mp�r����� �� OPN �� ����r�� �����r, �����r ����r�������� �� ��� �mp��������� �� OPN �� ��m�r�������� m���� ���������� ��v���pm��� �� ���r�p����� ��r������� �� ���� p�������.
I� ���� ����y, w� ��v��������� ��� ���������� ��������� �� OPN pr������ �� ����r�� �����r in vitro ��� in vivo. T�� molecular events that define the role of OPN in gastric cancer m��������� w�r� ��v���������. W� ����� ���� ��� OPN ������ �������� pr�����r�����, �p�p�����, ��v����� ��� m��r����� �� ����r�� �����r in vitro, ��� OPN ��������� ���r����� ��m�r �r�w�� ��� m��������� in vivo. W� ���� ��m����r���� ���� OPN ���������, ������ ��r���� ��� m������-����v���� pr����� k����� (MAPK), p���p����������� 3-k����� (PI3K)/pr����� k����� B (Ak�) ��� p65 ������r �����r κB (NF-κB) p���w�y�, m�y ����r����� �� �����r pr������� �y �������� m��r�x m������pr�������� 2 (MMP-2), MMP-9 ��� �r�k�����-�yp� p���m������ ����v���r (�PA) ����v��y, ��� ���������� ���p���-3 ����v���.
Osteopontin promotes the progression of gastric cancer through the NF-κB pathway regulated by the MAPK and PI3K Electrophoretic mobility shift assay. E����r�p��r���� m������y ����� ����y (EMSA) w�� p�r��rm�� ����� �� EMSA G��-S���� k�� (P��r��). N�����r �x�r���� w�r� pr�p�r�� ��� ��������� w��� NF-κB-32 P-������� ��������������� (5'-AGCTATGTG GGTTTTCCCATGAGC-3') ��r 30 m�� �� r��m ��mp�r���r�. Samples were electrophoresed at 100 V and 4˚C, transferred to B���y�� �y��� m�m�r���� (P��r��), ��� ���� �r���-���k�� �� �� ���r�v����� �r���-���k�r (S�r������� I��., L� J����, CA, USA). G��� w�r� v������z�� ����� ��r�p��v����-HRP �����w�� �y ���m���m��������� ���������.
Gel zymography. T�� m����m w�� ��������� �� �������r��� ����� C���r���� ����r������ �����r� ��v���� w��� YM-30 m�m�r���� (M����p�r�) ��� ��� pr����� �������r����� w�� detect using Bio-Rad assay. Protein (10 µg) was loaded ���� zym��r�p��� �����m �����y� ������� ��� ���������� ������� (1 m�/m�). T�� ���� w�r� w����� �w��� �� 2.5% (v/v) Tr���� X-100 �� r��m ��mp�r���r� ����r� ���������� �� 50 mM Tr��-HC� (pH 7.6), 10 mM C�C� 2 , 50 mM N�C� ��� 0.05% Brij35 overnight at 37˚C. The gels were stained with 0.5% Coomassie brilliant blue R-250 for ≥1 h and destained with m�������/������ ���� �� r�v��� z���� �� ���������� ����v��y. T�� ���� w�r� ����yz�� ����� ��� Typ����™ 9400 S�����r (GE Healthcare). Image quantification was performed using Im���Q���� ™ TL ����w�r� (GE H�������r�).
In vivo tumor growth assay. N��� m��� w�r� ��v���� ���� ��r�� �r��p�, ��x m��� �� ���� �r��p. T� �v������ in vivo ��m�r �r�w��, 1x10 7 In vivo metastasis assays. N��� m��� w�r� ��j����� ���������-����y w��� 1x10 7 OPN ��������� �����, m��k v�r��-�r��������� ����� �r ���r��������� ����� (MKN28). A���r 15 ��y�, ��� ��m�r� w�r� �x��rp����. C����r ������ w�� ��v���� ���� �m��� p�����, ~1 mm �� ���m���r, ��r ���m��� ��r����� �r�����p�� �mp�����-����. D�r��� ��r����� �mp���������, � �m��� �r�� �� ��� ����r�� ��r��� w�� r�m�v��, ��� 1 mm 3 ��m�r �r��m��� p�r m���� w�� �mp������. T�m�r p����� w�r� p����r���� ��� ����r�� �� ��� ����r�� w��� �y � �y��� ��r����� ����r�. Tw� m����� ����r, all the mice were sacrificed, individual organs were excised, ��� m��������� w�r� ����k�� �y ��m���xy���-����� (H&E) staining. The incidence and classification of metastasis were ���������� ��� �v������� ����p�������y �y �w� p�����������.
Statistical analysis. F�r ����������� �v�������� �� ���� �����r� �xp�r�m����, m��� v����� ��� ������r� ��v������ �� �� ����� �r�p������ �xp�r�m���� w�r� ����������. S������'� �-���� w�� ���� �� ��mp�r� ��� �����r���� �� m��� v�����. D����r���� �� ��� ��������� �� ��v�r ��� ���� m��������� w�� ����yz�� �y Fischer's exact test. P-values <0.05 were defined as statistically significant. OPN mediates the MAPK and PI3K signaling pathways in gastric cancer cells. T� �xp��r� ��� p������� m�������m� �� OPN �� pr��r������ �� ����r�� �����r, ��� �xpr������ ��v��� �� NF-κB ��� ����v����� �� Ak� ��� MEK/ERK1/2 w�r� ��v��-������� �� ����r�� �����r ����� �r��������� w��� ��RNA ������� OPN. C�mp�r�� w��� ���r��������� �r m��k ����r��, OPN siRNA was demonstrated to induce a significant decrease in ��� p���p��ry������ ��v��� �� Ak� (S�r473), MEK ��� ERK1/2; however, no significant alteration in p65 NF-κB w�� ����rv�� in the cells transfected with OPN-specific siRNA (Fig. 5A) .
Results

Expression levels of OPN in gastric cancer
T� ��r���r �v������ ��� ����������� �� OPN w��� ����v����� �� MEK ��� ERK1/2, MKN28 ����� w�r� �r��������� w��� OPN ��RNA, �����w�� �y ���������� w��� OPN. S�m� �� ���m were pretreated with specific MEK inhibitor, 4-diamino-2, cancer cells. W����r� �������� w�� p�r��rm�� �� ��v�������� ��� �xpr������ ��v��� �� MMP-2, MMP-9 ��� �PA. T�� �xpr��-���� ��v��� �� MMP-2, MMP-9 ��� �PA w�r� ���r����� �� MKN28 ����� �r����� w��� OPN ��RNA (F��. 7A). T���, ������� zym��r�p�y w�� ���� �� ��v�������� ��� ����v��y �� MMP-2 ��� MMP-9. OPN ��RNA-�r��������� ����� w�r� �r����� w��� exogenous recombinant OPN (10 µM), cells without OPN �r���m��� w�r� ���� �� ����r��. T�� ��v��� �� ���� ��� pr�-��� ����v� ��rm� �� MMP-2 ��� MMP-9 �� OPN-�r����� ����� w�r� ������������y �������� ��mp�r�� w��� ����� ����r�� ����� w������ OPN �r���m��� (F��. 7B). OPN ��RNA w�� ���� demonstrated to induce a significant increase in the cleavage of caspase-3. However, it did not induce a specific alteration in ��� ����v��� ��v��� �� ���p���-3 �� ��� ����� �r��������� w��� m��k ����r�� (F��. 7C).
NF-κB signaling pathway mediates OPN-induced MMP-2, MMP-9 and uPA activity, and caspase-3 inhibition in gastric
Pyrr������� ��������r��m��� (PDTC), �� NF-κB ��������r, w�� ���� �� �xp��r� ��� p������� m�������m� �� OPN �� r���-������ MMP-2, MMP-9, �PA ��� ���p���-3. MKN28 ����� w�r� pr���������� w��� PDTC ��r 30 m�� �����w�� �y ���������� w��� OPN ��r 90 m��. A �r����������� �� p65 ���� ��� ������ and a significant increase in MMP-2, MMP-9 and uPA level w�r� ����rv�� �� ��� ����� ��������� w��� OPN, �v�� ������ a significantly decreased expression of MMP-2, MMP-9 and �PA ��� �� ��������� �r����������� �� p65 w�r� �������� �� ����� �r����� w��� PDTC. C��p���-3 w�� ����� �� �� ��������� �� OPN �r����� �����, ��� w�� ����v���� �� ��� ����� pr��r����� w��� PDTC (F��. 8). T������r, ����� r������ ������� ���� OPN pr�m���� MMP-2, MMP-9 ��� �PA �xpr������ ��� ���p���-3 ���������� �y ����v����� �� ��� NF-κB ���������.
Discussion
A������� �������� �v������ ��� �xp�r�m����� ������� �������� ���� OPN ��������� �� ��v��v�� �� ����r�� �����r pr��r������ (4, 5, (11) (12) (13) A pr�v���� ����y ���w�� ���� OPN ����v���� ��v�r�� ��w�-��r��m ��������� �������� ��������� ��� MAPK, PI3K ��� NF-κB pathways in a cell-specific manner (3 (18) . I� ����r �y���m�, OPN ���m������ NIK-��p������ NF-κB-m������� �PA ���r����� ��� MMP-9 ����v����� ��r���� ���� IKKα/β ��� MAPKm������� p���w�y� (16, 19, 20) . OPN ��� ���� �pr������� �PA ��� MMP-2 ����v��y ��r���� �����r��-���k�� k����� (ILK) ��� AP-1 ��������� ��r��� ��m�r ���� ��v����� (21) . H�r�, ��r findings indicated that OPN, via a mechanism involving the NF-κB p���w�y, pr�m���� ��� �xpr������ ���/�r ����v����� �� MMP-2, MMP-9 ��� �PA, w���� �� �� ���� ��r��m��� with earlier findings. Although NF-κB ����v��y �� �mp�r���� ��r OPN-������� m��������� ��������, ����v����� m�y ��� �� ���������� �� pr�m��� ����r�� �����r m���������. T��r���r�, AP-1 m���� ���� p��y �� �mp�r���� r��� �� ��� r��������� �� OPN-m������� m��������� p�������� �� ����r�� �����r ����� �� ��� ����v����� ����� �� ��� ��������� �� �-F��, w���� ���������� w��� �-J�� �� ��rm �� AP-1 ����r���m�r�� ��mp��x (22) .
Pr�v������ �� �p�p����� �� �� ��������� �r��� ��r��� ��m�r pr��r������. OPN ��� �mp��� �������r �p�p����� ��r���� ���r��������r ��������� ���w�rk. OPN ��� ���� ���w� �� pr�v��� �p�p����� ��r���� ����v����� �� ��� PI3K ��� NF-κB p���w�y (23) . R������y, m�r� r����r�� ��� ��m����r���� ���� ��� ��w���r��m ��r��� �� ��� MAPK p���w�y, ERK ��� �y��p���m�� ��r���� ��������� ��� p90 r�����m�� S6 k����� (RSK) ���� ��r��� ��� pr��p�p����� pr����� B��, ������� �� ��� ������v����� ��� r������ �p�p����� (24) . I� ��r ����y, OPN-m������� ����v����� �� NF-κB p���w�y w�� ���� �mp�r���� ��r ���������� �� ���p���-3 ����v��� �� ����r�� �����r �����. F���r� ������� w��� ���� �� ����� �� ����������� ��� pr����� r��� �� ��� MAPK, PI3K ��� NF-κB p���w�y� �� OPN-m������� �p�p����� ����������.
In our study, the interesting findings were that OPN was ���� �xpr����� �� ��rm�� ����r�� �p�������� GES-1 �����, ��� OPN �xpr������ w�� ��� ���������y ��rr������ w��� ��� m��������� p�������� �� ���r ����r�� �����r ���� ����� (���� ��� ���w�). A������� OPN �� k��w� �� �� v����r���� �� m��������� p�������� �� ����r�� �����r ����� �� ���� ����y, ��� ����r��� r��� �� OPN �� ����r�� �����r ����� �� ��r���y ��k��w�. Pr�v���� ������� ��v� ���w� ��� ���������� ��v�r���y �� OPN. O�� �� ��� m�������m� ����r�y��� ��� ���������� ��v�r���y �� OPN �� ��� �x������� �� �p���� v�r����� (�, � ��� �), w���� �x�r� �����r��� �������� ��� ���������� �����r�� �y �����r��� ������ p���w�y� (25) (26) (27) . A r����� ����y ���w�� ���� OPN-� w�� ��� m�j�r ��� �� ��rm�� ����r�� GES-1 �����, ��� OPN-� w�� ��� ��m����� �����rm �� ����r�� �����r ���� �����. OPN-� w�� ���� �pr�������� �� m��� �� ����r�� �����r ���� ����� ��� ��r��y �������� �� GES-1. OPN-� m��� ��r����y pr�m���� ����r�� �����r ���� ��rv�v��, w���� OPN-� m��� �������v��y ���m������ ����r�� �����r ���� m��������� ����v��y (28) . T���� ���� m�y partly explain our unexpected findings. Further investigations on the alternative splicing and post-translational modification ���� �� p���p��ry������, ��y���y������, ���������, ��zym���� ����v��� ��� pr����� �r������k���, ���� �� p�r��rm �� ���p ��������� ��� �x��� m�������� p�������� �� OPN �� ����r�� �����r.
Here, we provided potentially beneficial insight into the r��� �� OPN �� r��������� v�r���� p����p�y���������� pr������� ��� ��� m�������r �v���� �� ��m�r pr��r������, ��� w� �����v� ���� OPN m���� �� ������ �� ��v���p��� ��v�� m�������r ����������� ��� ��r����� ���r�py ��r ��� �r���m��� �� ����r�� �����r�.
